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Maintien du pouvoir fécondant du sperme 
de taureau, conditionné en paillettes, 
après congélation rapide·· dans les vapeurs 
d'azote liquide 
par R. J ONDET 
La conservation aux très basses températures ·qu sperme de 
taureau tend aujourd'hui à se généraliser, dans les ,Centres d'insé­
mination. artificielle, en raison des nombre�x avantages qu'elle 
apporte. Tandis que la réfrigération à +. 4° C ne permet p�s l'uti­
lisation de la semence au-delà d'�Ii laps de temps. relativement 
court (2-3 jours), la co_ngélation à - 79° C ou, mieux,. à - 196° C 
assure aux spermatozoïdes le maintien du .Po.uvoir féoondant pen:­
dant une durée que l'on· espère illimitée. Ainsi n'est-il plus telle­
ment rare, de nos jours, -de voir naître d
.
es veaux dont lè père a 
disparu depuis plusieurs années ·1 .
Soulignant le pouvoir· protecteur de la· glycérine - déjà signalé 
par ·RosTAND (41) - les . travaux originaux de PoLGE, SMITH et 
PARKES (38), en 1949, devai�nt devenir le point de départ d'inves­
tigations multiples portant surtout sur la composition .des dilueurs, 
le temps d'équilibration, et la vitesse· de :refroidissement du sperme.
L'abaissement progressif de Ja températufe _a· toujours été consi­
déré comme un facteur particulièrement important, ia ph,1part 
des techniqQes mises en œuvre dérivant," peu ou prou, de celle 
initialement préconisée par SMtITH et ,Poi.GE ·( 43).· bans les premiers
temps, au cours d'une périodé 'que l'on peüt qualifier d'expérime�­
tale, le refroidissement était le plus souvent réalisé par l'adjon_ction 
manuelle de glace carbonique au bain d'alcool dans lequel les doses 
de. sperme étaient placées, eri: nomb:r;'e obligatoirement réduit, 
d'ailleurs. ; · . · 
Pour congelèr davantage de doses à la fois, aussi bien qu� pour se 
libérer de la sujétion que représente l'habilet� personnelle du tech-
N. B. - La présente étude a été réalisée avec la collaboration technique 
de Y. RABADEux et J. SALIOU. 
Bull. Acad. Vét. -Tome XXXVII (Juillet 1964). -Vigot Frères, Editeurs. 
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mmen, plusieurs procédés, semi-automatiques ou automatiques, 
ont été, tour à tour, proposés. Certains de ces procédés, tels ceux 
recommandés par PoLGE et LovELOCK (37), BRUCE (6), GRAHAM et 
MARION (17), MAc PHERSON (28), HENDERSON et Coll. (19), BLACK­
SHAW et Coll. (5), EHLERS et RicE (12), PoLGE et J AKOBSEN (36), 
DEMJNATUS (10), KALEV et VENHOV (22), J ONDET (21), utilisent 
la glace carbonique, ou la glace- carbonique et l'azote liquide consé­
cutivement, tandis que d'autres, avec PICKETT et Coll. (34), GoF­
FAux (16), PAREZ (33), THOMASSEY (45), BRUEMMER et Coll. (7), 
notamment, font appel à l'usage exclusif d'azote liquide, avec ou 
sans l'aide d'un programmeur (1 ) . 
LuYET et KEANE (27), BIALY et SMITH (3), KENELLY et Coll. (23), 
instigateurs d'une méthode dite en deux temps, ont particulière­
ment bien étudié l'action brutale du froid. Ils constatent, en effet, 
que les spermatozoïdes ayant séjourné dans un bain dont la tempé­
rature est comprise entre -15 et -20° C réagissent très favora­
blement à l'immersion dans l'alcool refroidi à - 79° C avec de la 
glace carbonique; de même, un séjour préalable à - 27 ou - 30° 
permet un transfert, sans dommage, dans l'azote liquide (-196° C). 
Ces observations se sont trouvées confirmées par PoLGE (35)� 
PoLGE et.SoLTYS (39), LARSON et GRAHAM (24). Si la suppressi<;>n 
du premier temps/ entraîne une mortalité importante, parfois 
même totale, il n'en reste pas moins que le choc de température, 
provoqué par l'action du froid, reste un test ti:ès utile, qui donne 
une excellente idée de l'aptitude d'un sperme à supporter les effets 
de la congélation. Le· fait que les spermatozoïdes les plus actifs 
soient aussi les plus résistants a été mis en évidence par BISHOP et 
HANCOCK (4), et DocKE (11), cependant qu'ERICKSON et GRA­
HAM (13), LASLEY et BoGART (25), FowLER et Coll. -(15) ont établi 
l'existence d'une corrélat'ion entre cette résistance et la capacité 
fécondante. Les indications précieuses fournies par ce test ont été 
systématiquement mises à profit dans nos laboratoires où l'habi­
tude est prise d'examiner la motilité-, au dégel, de doses-échan­
tillons plongées d'emblée, soit dans le mélange alcool-glace carbo­
nique, soit dans les vapeurs dégagées par l'azote liquide de i:ios 
récipients de stockage. Et il nous arrive de rencontrer des éjaculats, 
dotés probablement d'une résistance supérieure, qui présentent, 
après dégel, un pourcentage de réanimation sensiblement ana­
logue à celui qui aurait résulté d'un refroidissement plus étalé 
(1) Appareil qui permet de régler à l'avance l'abaissement de température, 
qui s'effectue ainsi automatiquement selon le rythme choisi. 
· 
COMMUNICATIONS 335 
dans le temps. C'est ce qui nous a conduit à penser, au même titre 
que bien d'autres, sans doute, que des abaissements rapides de 
température pouvaient être adoptées d'une manière courante, 
pour la congélation du sperme, et ce en l'absence d'instruments 
spéciaux, toujours coûteux. 
Prenant alors connaissance des recherches de FoRGASON et 
Coll. (14), SHERMAN (42), MARTIG et D1cKEY (30), relatives à l'em­
ploi, comme réfrigérant, des vapeurs dégagées par l'azote liquide, 
nous nous sommes· efforcé d'adapter au sperme conditionné en 
paillettes la méthode suggérée, par ces auteurs, pour la congéla­
tion du sperme conditionné en ampoules de verre. 
Préparation, dilution, conditionnement du sperme. 
La préparation du sperme est identique à celle que nous utilisons 
depuis plusieurs années déjà (20). Rappelons seulement que l'échan­
tillon retenu est soumis à une période d'équilibration de 18 heures, 
dans un dilueur salin composé de citrate de sodium, de fructose 
Matériel destiné à la conservation du sperme de taureau dans l'azote 
liquide : au premier plan, récipients de 25 litres ; au fond, à droite, un réci­
pient de 185 litres. 
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et de jaune d'œuf, glycérolé à 7 % (formule de HAFS et ELLIOT (18). 
La semence diluée est ensuite conditionnée en paillettes de chlo­
rure de polyvinyle obturées à l'alcool polyvinylique (procédé 
SoRENSEN (44), modifié par CAssou (8), d'une contenance de 
1,2 ml avec, au départ, 40 X 106 spermatozoïdes vivants. 
Les paillettes sont placées dans un panier cylindrique en toile 
métallique à mailles de 3 mm, d'une hauteur de 120 mm, et d'un 
diamètre de 65 mm calculé en fonction de la largeur du goulot 
(83 mm) d'un récipient de stockage à l'azote liquide (LNR 25 
LINDE). 
Les paniers, porteurs de paillettes remplies de semence diluée, 
sont placés dans ]a corbeille. 
Plusieurs types de paniers ont été mis à l'épreuve, en ayant soin 
de faire varier et l'emplacement et le temps de séjour dans les 
vapeurs, pour des niveaux d'azote liquide de hauteurs différentes. 
La mise en œuvre d'un certain nombre de combinaisons, impli­
quant la mise à l'épreuve de 23 éjaculats prélevés sur 23 taureaux, 
a permis l'exploitation de plus de 300 données. Toutes les mesures 
de température ont été réalisées grâce à l'emploi d'un thermo­
couple électrique. 
COMMUNICATIONS 337 
Résultats et discussion. 
Les résultats enregistrés au cours des nombreuses manipula­
tions ont été interprétés en fonction du nombre de spermatozoïdes 
La corbeille, avec ses 528 paillettes, est introduite dans le goulot du 
récipient « LNR 185 » sur lequel une tablette en couronne a été aménagée 
pour faciliter les manipulations. 
réanimés après dégel de contrôle et, ·à la lumière des chiffres recueil-:­
lis, les modalités optimales d'exécution de la technique de congé­
lation rapide ont pu être arrêtées ainsi qu'il suit : 
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1. L'emplacement du panier dans 1es vapeurs revêt, à notre avis, 
une certaine importance : le fond de l'ustensile doit entrer légère­
ment en contact avec la couche supérieure d'azote liquide, de 
manière à provoquer un mouvement substantiel de vapeurs. Ce 
contact doit être maintenu pendant au moins trois minutes, temps 
retenu d'ailleurs par MARTIG et D1cKEY (30), pour le maintien des 
ampoules dans la partie libreidu .. récipient. 
2. La hauteur du niveau d'azote liquide n'e .semble pas jouer un
rôle primordial. En adopta.nt 150 mn:i comme chiffre minimal, 
il est toujours facile d'immerger totalement les· paillettes en fin 
d'opération, puisqu'elles mesurent 133 mm de longueur. Il s'est avéré 
très avantageux de munir le panier d'un couvercle 'en matière plas­
tique de 15 mm d'épaisseur, percé d� 4&'orifices destinés à la fixa-
tion des paillettes. 
· 
Un récipient plus grand (LNR ·185 LINDE) permet de traiter, en 
une seule fois, un nombre de doses beaucoup plus important. Onze 
paniers de base - soit un total de 528 ·paillettes - sont alors plaèés 
dans une· corbeille cylin�rique dotée d'un fond grillagé, d'un dia­
mètre de 265 mm. quelque peu inférieur à celui de l'ouverture de 
l'appareil (310 inm). Pour plus de sûreté le contact du {pnd de cette 
corbeille avec l'azote liquide ·e.st maintenu pendant au moins 
5 minutes. 
· 
céthode 
' 
rapide, do.ns les vapeurs 
d'o.zote liquide 
" 
automatique, eh bo.in cl·' 0.1.:.· · 
cool refroidi à - 79° C� 
classique, par adjonction 
mo.nuelle de glace carbonique 
No1:1bre de 
tnureauX 
39 
42 
22 
. 
' 
Nombre 
1 d' éJaculats J.. 
�28 64,7 
400 63,5 
71 67,5 
Tableau I - Pourcentage de sperrantozordes vivants (coyenne ) 
A- avant congi;1a:tion 
B- ap�ès dégel 
C- perte 
B 
,. 50,4 
. 47,9 
53,5 
0 
. 14,3 
15,6 
14,0 
Congélation et dégel engendrent une certaine destruction des 
spermatozoïdes,' qui varie' selon les taureaux et même selon les. 
éjaculats d'un même taureau. Les chiffres consignés. dans le 
tableau 1 montrent que le 'refroidissement rapide entl'aîne un� 
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perte de 14,0 %, inférieure de 1,6 % à celle correspondant à la 
méthode automatique que nous utilisions au cours de ces dernières 
années (descente à - 79° C en 16 minutes) ; cette perte est prati­
quement identique à celle inhérente au procédé classique par adjonc­
tion manuelle de glace carbonique (1° C/minute de + 5 à -10° C 
et 40 C/minute de -10 à- 790 C). 
3JaC 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 n°s 
A 
B 
c 
D 
e>u,u :io,u 1:;u,o o,,o 'fu,u b'.),ü ou,v 10,c 110,0 60, C �5,0 60,0 !>-· 65,0 10,c 65,0 19,0 �o,o 60,0 
50,0 i5,0 145,0 45,0 )5,0 45,0 45,0 50,0 r70,o 40,C �o,o 40,0 55,0 55,C 45,0 55,0 155,0 160,0 
47,5 i5,o 145,0 45,0 )2, 5 45,0 45,0 50,c . 155,0 
40,0 �o,o 40,0 52,5 55,C 45,0 55,0 155,0 16�,o 
2,5 o,o o,o o,o o,o o,o o,o 2,5 2, 5 o,c o,o o,o o,o o,o 
Ta�l,eau II - Pourcentages de spermatozoîdes vivants (16 éjaculats ) 
A- avant congélation . 
B- après dégel consécutif à la congélation 
C- après conservation.pendant 4 semaines 
D- perte après conservation de 4 semaines 
o,o o,b 5,0 
Nombreux sont , ceux qui affirment que la ·semence conservée à 
très basse température subit une baisse de motilité, principa­
lement marquée au cours des quatre premières semaines, quel que 
soit le dilueur utilisé. O'DELL, ALMQUIST et MARSH (32) constatent 
que cette baisse augmente avec la rapidité du refroidissement, 
a1ors que PoLGE et J AKOBSEN (36) accusent plutôt les temps d'équi­
libration inférieurs à 7-8 heures. Nous avons pu vérifier la vitalité 
'de 18 éjaculats après stockage d'un mois (tableau Il) :·seuls quatre 
échantillons ont fait l"objet d'une baisse, d'ailleurs relativ�ment 
minime, du nombre de spermatozoïdes vivants (2,5 % pour trois 
d'entre eux, 5 % pour le quatrième). De toute façon, il ne semble 
pas que le pouvoir fécondant du sperm.e en soit· ultérieurement 
affecté. 
Au cours de leur congélation,· les_ paillèttes· subissent un refroi­
dissement brutal, de l'ordre de 45° C/minute entre + 5 et - 12° C 
et de 550 C/minute entre -12 et -196° C. La durée de l'opération 
ne dépasse guère trois minutes (cf. graphique). L'abaissement de 
la température est encore plus rapide que celui préconisé par 
PoLGE (35), c'est-à-dire o,25 à 0,5° C/seconde (soit dè ·15 à ·3 0° Cf 
minute) entre + 2 et - 30° C. Pour cet auteur, l�s spermàto­
zoïdes ont même la faculté de· résister à 'des ryt,hmes/de 15° C/seconde, 
une fois passé le cap de :....__ 30° C, et l'auginentation de la durée ·de 
o,o 
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16 
Vitesse de refroidissement 
32,5 'l'npo 
(ainutea) 
1. Congélation rapide dans les vapeurs d'azote liquide. 
2. Congélation automatique en bain d'alcool préalablement refroidi 
à - 79° C. avec de la glace carbonique. 
3. Congélation de type classique avec adjonction manuelle de glace 
carbonique (1°/minute de + 50 C à - 100 C et 40/minute de - 100 C à 
- 790 C). 
l'équilibration les aiderait à supporter les effets nocifs d'une phase 
critique située entre - 15 et - 250 C, phase qu'il importe de tra­
verser le plus vite possible. Nous croyons <Jonc pouvoir attribuer 
un rôle bénéfique au temps d'équilibration de 18 heures que nous 
avons coutume d'adopter. 
Ainsi que le rappelle AGACHE (1), la concentration en électro­
lytes du milieu est considé�ée comme une cause majeure d'altéra­
tion de. s cellules, provoquée par le froid (LovELOCK (26)). Et c'est 
cette concentration en électrolytes, maximale vers - 5 à - 10° C, 
qui rendrait plus délicat le début du refroidissement. REY (40) 
indique ·toutefois qu'une chute très rapi4e de la température 
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entraîne la suppression du phénomène de surfusion et provoque 
une microcristallisation simultanée des liquides intra et péri­
cellulaires, laquelle n'affecte pas trop les spermatozt>ides. 
La chaleur spécifique de la substance à congeler, sa conductibi­
lité thermique·, sa structure et ses dimensions constituent un 
ensemble complexe de· facteurs dont il faut tenir compte. Le refroi­
dissement d'une masse quelconque est sous la dépendance de gra­
dients thermiques, la t��pérature régressant plus lentement au 
centre qu'à la périphérie (REY (40)). Comme MERYMAN (31), par 
ailleurs, constate qye l'homogénéité. de l'abaissement de la tempé­
rature à l'intérieur d'un cylindre augmente en r�son inverse du 
diamètre, il est permis de penser que l'épaisseur très réduite des 
paillettes (4,2 mm), de mê:qie que celle, encore plus infime, de leur 
paroi (0,17 mm), jouent un rôlé particulièrem�nt fàvQrable.' -Point 
important, les 528 paillettes, placées aq même niveau dans la cuve, 
subi_ssent en même temps, et avec la même intensité, les effets 
du bain gazeux réfrigérant, l'écartement ménagé entre chacune 
d'elles étant, à notre avis, d'une necessité impé.rieuse. Ces disposi­
tions évitent les différences, parfois considérables, obse�vées dans 
les vite�ses de refroidissement, d'une dose à l'autre, par Mac PHER­
soN (29) et BEAN, P1cK�TT et MARTIG (2). L'uniformité de l'abais­
sement de la température se trouve alors sensiblement respectée. 
. . 
. 
Près de 8.000 vaches ont été· inséminées, .en trois mois, avec du 
sperme congelé selo11 la technique décrite et dégelé, à la ferme, 
dans de l'eau à + 4° C. Le pourcentage de fécon�ation semble 
satisfaisant puisque, sur un total de 588 yaches · dmjt on· peut faire 
état, compte tenu du recul de t�mps néces�aire, 402 .peuvent être 
considérées comme gestantes. C'est la confirmation -du fait que le 
nombre de spermatozoïdes réanimés après dégel constitue un critère 
d'appréciation significatif, critère aujourd'hui adopté par la plu­
part des auteurs, Cu.RTIS et Coll. (9) notamment. L'indic·e dé fécon­
dation, qui met en cause onze taureaux appartenant à quatre races 
différentes, s'élève à 68,3 % (à 60-90 jours) ; cet indice est légère­
ment supérieur à -celui obtenu avec la semence non Gongelée des 
mêmès taureaux pendant une période de 12 mois. (64,9 %, sur plus 
de 60.000 vaches). 
Nous avons tout lieu de p·enser que ces premiers résultats s.atis­
f aisants se trouveront confirmés par la suite. ·Il restera, c�pendant., 
à vérifier' si la semenèe pourra maintenir l'intégralité de son pou-
' voir fécondant au cours d'une conservation de longl.l.e durée. 
Quoi qu'il en soit; l'automaticité et la facilité d'exécution de la 
congélation rapi.de, associées au fait qu'elle permet, sans l'inter-
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vention d'aucun appareil complémentaire, la manutention de plus 
de 3.000 paillettes à l'heure, plaident en faveur du caractère part�­
culièrement économique de la méthode proposée. 
Laboratoires de Recherche des Centres 
d' Insémination Artificielle de Rennes 
et de Plounevezel (France). 
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